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© verfahren zur Herstellung von Humaninsutin und seinen Derlvaten. 



© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
semlsynthetischen Herstellung von Humaninsulin 
und seinen Derivaten aus Sciiweineinsulin oder an- 
eSderen sequenzentsprechenden InsulinprSkursoren. 
^bei dem als Enzym Trypsin in immobllisierter Form 
^eingesetzt wird. das nach Aktivitatsregeneriemng 
Ulmehrfach verwendet warden kann. Die AktivitSt des 
OOtragergebundenen Trypsins mufl mindestens 1500 
^U/g trockener Trager betragen. wobei die Reaktion 
Win einem I^edium aus einem wSflrigen Puffersystem 
<^und einem organischen tasungsmlttelgemisch bei 
OpH 6.8 und 19 - 22 * C in Qegenwart von Ca^ -lonen 
* durchgefOhrt wird. Nach beendeter Reaktion wird 
Mjdas tragerfixierte Trypsin durch Filtration abgouennt, 
in wSBrig-saurem Milieu bei pH S 3 regeneriert und 
kann nach folgender Aquilibrierung im Reaktionsme- 



dium wiedervenwendet werden. 

In AbhSnglgkeit vom Medium sind Ober 50 Wie- 
derverwendungen mSglich. 
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Verfahren zur Herstellung von HumanlnsuMn und selnen Derlvaten 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren 2ur 
biotechnologischen Herstellung von Humaninsulm 
und seinen Derivaten. wobei als Ausgangsmatenai 
Schwelneinsulin und/oder andere sequenzentspre- 
chende Insulin-Prakursoren eingesetzt warden. 

Humaninsulin wird international in der Medizin 
zunehmend zurTherapie der Diabetes Mellitus em- 
gesetzt und soli aus immunologischen GrUnden 
vorteilhafter als andere Insulinspezies sein. 

Die Herstellung von Humaninsulin 1st prinzipieii 
auf drei Wegen mbglich: 

1) Durch Chemosynthese; 2) durch Semtsyn- 
thes© and 3) durch gentechnische Herstellung, 

Aus okonomischen GrUnden ist die chemische 
Totalsynthese gegenwartig nicht vertretbar (ygl. H.- 
D Jakubke. H. Jeschkeit Aminosauren. Peptide. 
Proteine; Akademie-Verlag. Berlin. 1982. S. 296- 
304) Die gentechnische Her stellung von Humanin- 
sulin erfolgt entweder Ober die Stufe d^s Proinsu- 
lins Oder durch separate Herstellung der A- und B- 
Kette und anschlieflende Kombination beider Ket- 
ten (vgl. F. Wengenmayer. Angew. Chem. 95 - 
(1983) 874) 

Da sich Humaninsulin von Schweineinsulin nur 
durch die C-terminale AminosSure der B-Kette 
tThreonin bzw. Alanin) unterscheldet. wurde nach 
Moglichkeiten gesucht diesen Aminosaureaustau- 
sch semisynthetisch ■ zu realisieren (vQ^ 
Takubke et al.. Angew. Chem. 97 (1985) 79). Zur 
direkten Umwandlung von Schweineinsulin m em 
Humaninsulinderivat durch Inkubation von Schwei- 
neinsulin mit einem Threoninderivat unter Katalyse 
von Trpysin oder einer Protease ahnhcher Sub- 
stratspezimat existiert Pa^®"t"teratur (EP 56 951^ 
DE 31 04 949. DE 31 29 404. DD 160 282. WO 83 
02 772) 

Diese nur in den Reaktionsbedlngungen diffe- 
rierenden bekannten Verfahren besiUen alle den 
Nachteil. da8 der in ungewShnlich hoher Konzen- 
tration einzusetzende Biokatalysator nur ema^B\ 
genutzl werden kann. Es wurde ^-n Verfehren 
vorgeschlagen. bei dem unter schonenden Reak- 
tionsbedlngungen der Biokatalysator zuruckgewon- 
nen und wiederverwendet werden kann (DO 245 
445) 

Am effektivsten erscheint der Einsatz des En- 
zyms in immobilisierter Fomi. 

Die existierenden Beschreibungen fOr Tr^a^ 
speptidierungen mit Immobitisiertem Trypan (DE 
31 04 949. WO 83 02 772) seUen trSgergebunde- 
nes Trypsin mit nur geringer EnzymaktKrltSt em 
{300 uTg bzw. 40-60 U/ml). so dafl die fOr Tran- 
speptidieningsreaktionen notwondigen hohen Enzy- 
maktivitaten pro Volumeneinheit nicht erreicht wer- 
den und damrt nur geringo Umsatzraten erzielt 



werden konnen. Es besteht deshalb d.e vorherr- 
schende Meinung in der Fachwelt. dafl immobili- 
siertes Trypsin fOr die direkte Umwandlung von 
Schweine- in Humaninsulin (T^anspeptidienjng) 
5 nicht geeignet ist. (K. Morihara et al.. Biochem J. 
240 (1986) 803. zit Ut). Weiterhin fehlen Angaben 
iST Stabilitat und Mehrfachvenftrendung filr den 
TranspeptidierungsprozeO vollig. 

Es ist das Ziel der Erfindung, Schweineinsulin 
TO und/oder andere entsprechende insulinprSkursoren 
im Gegensatz zu den bekannten Verfahren unter 
Mehrfachverwendung des kovaient tragergebunde- 
nen Biokatalysators auf semisynthetischem Wege 
Skonomisch vorteilhafter in Humaninsulin und seme 
75 Derivate umzuwandeln. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde ein 
Verfahren anzugeben. mit dem die Umwandlung 
von Schweineinsulin oder anderer entsprechender 
insulinprakursoren in Humaninsulin oder seme 
20 Derivate unter Mehrfachven^rendung von koyalent 
an einen unlSslichen. dabei vorzugsweise festen 
polymereh Trager (Polymermatrix) gebundenem 
Trypsin moglich ist 

Die Aufgabe wird gemaO Anspruch 1 gelSst. 
25 Die abhSngigen AnsprUche betreffen vorteilhafte 
AusfUhningsformen des Verfahrens. 

Erfindungsgemaa erfolgt die enzymkatalysierte 
umwandlung von Schweineinsulin oder anderer 
sequenzentsprechender Insulinprakursoren .n 
30 Humaninsulin oder seine Derivate in einem Germ- 
sch aus einem organischen LSsungsmittel und ein- 
em spezifischen Puffer, in dem das tragerfi>aerte 
Enzym die geringstmSgliche inreversibJe Inakt.>fle- 
rung ertahrt. wodurch eine MehrfachnuUung des 
35 Enzymsennoglichtwird. 

Erfindungsgemaa wird die Umwandlung vorteil- 
haft mit einem immobilisierten trypsin vorgenom- 
men. dessen Aktivltat mindestens 1500 BAEE-U/g 
Trager bzw. dessen Volumenaktivitat 200 U/ml 
40 Sediment betragt „ 

Derart hoch mit Trypsin beladene Trager we - 
den zum Beispiel durch Umsetzung von mit N- 
Chlorcarbonyloxy-5-norbomen-2.3^aicarboximid (CI- 

CO-ONB) aktivlerter Porlcellulose mit Trypsm er- 
45 halten(EPl34 041). 

Bne solch hohe Aktivimt ennSglicht die Reali- 
siening elner dem loslichen Trypsin Squivalenten 
Aklivitat im Ansate. so dafl die Reaktion in ver- 
nlelchbarer Zeitdauer und mit vergleichbarer Um- 
50 satzrate ablSuft Vor der Wieden/en^^endung des 
immobilisierten Enzyms ist es erfindungsgemafl 
notwendig. dieses zur Regenerlerung der vollen 
Aktivitat zwischenzeitlich In ein waflriges saures 
Milieu (pHS 3) zuUberfOhren. ^, ^ 

Das Reaktionsmedium fOr die Umwandlung be- 
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steht aus einem Puffer und einem 
Losungsmittelgemisch im Volumenverhaitnis 45:55 
bis 15:85. Ats Puffersubstanz werden Tris odor 
Borsaure unter Zusatz von CaCla eingesetzt. Das 
Losungsmittelgemisch setzt sich aus 50 bis 70 % 
eines zweiwertigen Alkohols. vorzugsweise 1.3- 
oder 1.4-Butandiol, und 30 bis 50 % DMSO zu5arT^ 
men. 

Das immobilisierte Trypsin wird vorzugsweise 
vor der Verwendung mit dem Reaktionsmedium 
Squilibrlert. 

Der TrSger ist vorzugsweise ein Polysaccarid. 
Die Umwandlung wird bei 19 bis 22 * C vorge- 
nommen. wobei der apparente pH-Wert der 
Reaktionsmischung pHapp 6.8 i 0.2 betragt und 
das Ausbeuteoptimum an Humanlnsulinderivat in- 
nerhalb von 18 h erreicht wird. Erfindungsgemafl 
wird das tragerfixierte Enzym durch Rttration abge- 
trennt wodurch glelchzeitig die Umwandlungsreak- 
tion gestoppt wird. 

Im Gegensate zu bekannten Verfahren zur Um- 
wandlung von Schweineinsuiin in Humaninsulin 
wird durch die erfindungsgemSOe LQsung elne 
akonomlsch effizlente Mehrfachnutzung des trager- 
gebundenen Biokatalysators mSglich. Gleichzeitig 
wird durch die einfache Abtrennbarkeit des gebun- 
denen Enzyms eine Kontamination des Endproduk- 
tes mit proteolytischer RestaktivitSt und/oder immu- 
nogenem Enzymprotein ausgeschlossen. 

Die Erfindung wird nachstehend anhand von 
Ausfuhrungsbeispielen erlSutert. 

Belsple! 1 

1,0 g kristallines Schweineinsulin und 1.3 g 
Threoninethylester werden in 3.2 ml Dimethylsulfo- 
xid 4.8 ml Butan-1.3-dioi. 1 ml 0.25 M Tris-puffer 
Ph' 6,6 (10 mM CaClj) und 1 ml BN HCl gelost 
Dazu werden 5 g immobiiistertes Trypsin an Perl- 
cellulose mit einer Aktivltat von 345 I.UVg feuchter 
TrSger, (BAEE) §quilibriert mit einem Gemisch aus 
16 ml DMSO. 24 ml Butan-1 .3KJiol und 10 ml 0.25 
M Tris-Puffer pH 6.6 {10 mM CaClz) gegeben und 
bei 20 *C unter leichtem SchUttetn inkubiert Nach 
5 h betragt die Ausbeute an Humaninsulinethy te- 
ster nach HPLC-Analyse 92 %. Anschlieflend wird 
vom immobilisierten Trypsin abgesaugt, das dret- 
ma! mit 10 ml DMSO-Wasser (8:2A/:V) ge waschen 
wird; die gesammelten LSsungen werden mit Ace- 
ton gefallt Aus dem FSlllungsprodukt wird das 
Humaninsulinderivat In bekannter Weise isohert 
und nach Spaltung des Esters und nochmaliger 
Reinigung Humaninsulin erhalten. 

Der Trager mit dem immobilisierten Trypsin 
wird mit Wasser und 0.01 N HCl gewaschen und 
anschlieBend unter 0.001 N HCl (10 mM CaCb) bel 
pH 5 Uber Nacht kUhl gelagert und kann nach 



Aquilibrierung ni'* ^®|" 

Transpeptidierungslosungsmittelgemisch im nSch- 

sten Transpeptidierungszyklus wieder eingesetzt 
werden. 



Belspiel 2 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren. wobei 1.6 g 
TO Threonin-t-butylester eingesetzt werden. Nach 5 h 
betragt die Ausbeute an Humaninsulln-t-butyiester 
nach HPLC-Anatyse 90 %. 



15 Belspiel 3 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei 5 g 
an Perlcellulose immobilisiertes Trypsin verwendet 
wird das in 15 Transpeptidierungszyklen einge- 
20 setzt worden war und eine Aktivitat von 330 I.UJg 
feuchter TrSger (BAEE) besitzt Nach 5 h betragt 
die Ausbeute an Humaninsulinethylester nach 
HPLC-Analyse 91 %. 
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Ansprtlche 



1. Verfahren zur Herstellung von Humaninsulin 
und seinen Derivaten. bei dem Schweineinsulin 

30 Oder andere sequenzentsprechende InsulinprSkur- 
soren in Gegenwart eines Biokatalysators mit ein- 
em Threoninderivat umgesetzt werden, 
dadurch gekenrwelchnet. dafl 
die Umsetzung in einem Reaktionsmedium aus 55 

35 bis 85 Volumenteilen eines organischen 
uasungsmitteigemlsches. das aus 30 bis 50 % 
DMSO und 50 bis 70 % eines zweiwertigen Alko- 
hols besteht. und einem wSCrigen Puffer bei einem 
apparenlen pH-Wert pHapp von 6,8 t 0.2 und einer 

40 Temperatur von 19 bis 22 ' 0 durchgefOhrt und als 
Biokatalysator immobilisiertes Trypsin eingesetzt 
wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet daO ein immobilisiertes Trypsin ein- 

45 gesetzt wird. das kovalent an eine Polymermatnx 

gebunden ist. ^ ^ ^ u 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB ein immobilisiertes Trypsin 
eingesetzt wird. das an ein unlBsliches Polymer 

60 gebunden ist t l. < i,- 

4. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bts 

3 dadurch gekennzeichnet daB ein Immobilisiertes 
Trypsin eingesetzt wird. das an ein Polysacchand 
afs TrSger gebunden ist. 

55 5. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 

4 dadurch gekennzeichnet, dafl ein immobilisiertes 
Trypsin eingesetzt wird. dessen Aktivitat mlnde- 
stens 1500 BAEE-U/g trockener TrSger betrSgt 
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6. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 

5, dadurch gekennzeichnet dafl das immobilisierte 
Trypsin mehrfach eingesetzt wird. 

7. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 

6, dadurch gekennzeichnet. dafi vor der Wiedeiver- 5 
wendung die enzymatische AkUvitSt des immobili- 
sierten Trypsins durch mindestens 5 h Behandlung 

in einem wSsserigen Milieu bei pH i 3 regeneriert ^ 
wird. 

8. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis io 

7, dadurch gekennzeichnet daB das immobiiisierte 
Trypsin vor der Verwendung mit dem Reaktions- 
medium aquilibriert wird. 

9. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 

a dadurch gekennzeichnet. dafl als zwelwertiger J5 
Alkohol 1,3- und/oder 1.4-Butandiol eingesetzt war- 
den. 
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